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DERIVAT TETRAPIROLIC DESTINAT TERAPIEI FOTODINAMICE ANTITUMORALE
S| PROCEDEU DE OBTINERE A ACESTUIA

Descrierea inventiei
Inventia se refera la un derivat tetrapirolic de tip porfirinic destinat terapiei fotodinamice
a tumorilor solide. '
Inventia se refera la obtinerea si evaluarea spectrala a unui derivat tetrapirolic cu
potential de agent fotosensibilizator pentru terapia fotodinamica a cancerului si la
evaluarea biocompatibilitatii compusului la nivel celular.
Obiectivele actuale ale specialistilor din domeniul farmaceutic s$i oncologic au ca
prioritate identificarea si tratarea formatiunilor tumorale, prin dezvoltarea si
implementarea de noi molecule cu proprietdti farmacologice exceptionale si efecte
adverse minime [J. Sandland, N. Malatesti, R. Boyle, Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy, 2018, 23, 281-294].
Terapia fotodinamica care utilizeaza fotosensibilizatori macrociclici de tip tetrapirolic s-a
dovedit o alternativa eficienta la terapiile antitumorale clasice (chirurgie oncologica,
chimioterapie si radioterapie), reprezentand o varianta eficienta de terapie antitumorala
tintita care poate fi personalizata [J. Sandland, N. Malatesti, R. Boyle, Photodiagnosis
and Photodynamic Therapy, 2018, 23, 281-294, R. Baskaran, J. Lee, S. G. Yang,
Biomaterials Research, 2018, 22, 1-8, J. Zhang, C. Jiang, J. P. F. Longo, R. B.
Azevedo, H. Zhang, L. A. Muehimann, Acta Pharmaceutica Sinica B, 2018; 8, 37-146,
J. Akimoto, S. Fukami, M. Ichikawa, A. Mohamed, M. Kohno, Front. Surg., 2019, 6-12,
S. Monro, L. K. Colén, H. Yin, J. Roque, P. Konda, S. Gujar, R. Thummel, L. Lilge, G. C.
Cameron, A. S. McFarland, Chem. Rev., 2019, 119, 797-828].
| Datorita structurii lor versatile si profilului spectral adecvat unui fotosensibilizator,
compusii macrociclici tetrapirolici de tip porfirinic sunt printre cei mai studiati in ceea ce
priveste potentialul lor antitumoral [J. Zhang, C. Jiang, J. P. F. Longo, R. B. Azevedo, H.
Zhang, L. A. Muehlmann, Acta Pharmaceutica Sinica B, 2018; 8, 37-1486].
Utilizarea moleculelor tetrapirolice ca substante active in terapia fotodinamica impune

respectarea unor criterii legate de profilul structural (distributie optima a gruparilor
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lipofile/hidrofile la periferia macrociclului tetrapirolic), care sa permita internalizarea buna
la nivelul masei tumorale, dar si de profilul spectral definit de absorbtii optime a radiatiei
luminoase la fotoactivare, asociat cu un randament cuantic bun in generarea oxigenului
singlet (©»,20,5) si timpi de viata ai starii triplet de ordinul microsecundelor. Stabilitatea
moleculei in conditii fiziologice, solubilitatea in solventi acceptati pentru formularea
farmaceutica, non toxicitate in absenta luminii si pentru metabolitii fotosensibilizatorului,
un clereance bun cu eliminare rapida din organism, sunt cerinte impuse structurilor
tetrapirolice destinate terapiei fotodinamice antitumorale [J. Sandland, N. Malatesti, R.
Boyle, Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2018, 23, 281-294, P. C. Zhang, C
H. Hu, W. Ran, J. Meng, Q. Yin, Y.P. Li, Theranostics, 2016, 6, 948-968].

Problema tehnica constd in obtinerea prin metode moderne, ecologice de sinteza
organica de noi molecule tetrapirolice, caracterizate de un grad maxim de puritate si
proprietati adecvate unui fotosensibilizator.

Inventia are ca obiect furnizarea procedeului de obtinere a unui derivat tetrapirolic
destinat terapiei fotodinamice antitumorale si a rezultatelor obtinute prin caracterizarea

spectrala a compusului si evaluarea biocompatibilitatii acestuia la nivel celular.

O—CH;

5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil) porfirina

Obtinerea derivatului tetrapirolic s-a realizat in doua etape utilizand iradierea cu

microunde a amestecului format din pirol si benzaldehidele substituite (2-hidroxi-5-



e 6/
a 2019 00799 271 1/2319%

metoxi-benzaldehida, metil 4-formil benzoat) in mediu anhidru, pe suport de silicagel
neutru, sub actiunea microundelor, urmat de dizolvarea produsului brut in amestec
clorura de metilen/eter etilic (50v/1v), filtrare si purificare prin cromatografie a
compusului util.

Evaluarea biocompatibilitatii compusului tetrapirolic s-a realizat in vitro, utilizadnd celule
tumorale de adenocarcinom uman de colon din linia HT-29 (ATCC® HTB-38™) si a
urmarit incorporarea compusului in celule si potentialul citotoxic al acestuia.-

Avantajele aplicarii inventiei sunt:

- derivatul tetrapirolic de tip porfirinic obtinut are o distributie optima a gruparilor
functionale la periferia macrociclului tetrapirolic, design structural ce favorizeaza
acumularea intracelulara a compusului

- procedeul de sinteza aplicat implica costuri reduse si se incadreaza in metodéle
ecologice de sinteza organica, caracterizate de randamente de reactie optime si impact
redus asupra mediului

- tehnica aplicata si reactivii utilizati in etapa purificarii derivatului porfirinic permit o
separare eficienta a acestuia, cu mentinerea profilului sau structural si spectral.

Studiul de biocompatibilitate realizat in vitro pe celule tumorale umane din linia HT-29
(adenocarcinom uman de colon) a aratat ca celulele tumorale incorporeaza compusul
porfirinic intr-o maniera dependentd de concentratia acestuia in intervalul de
concentratii 5uM -20uM. Compusul este biocompatibil in acest interval de concentratii si
nu afecteaza semnificativ viabilitatea celulelor tumorale pe parcursul a 48 h de incubare
in conditii de intuneric.

Sinteza derivatului tetrapirolic de tip porfirina asimetrica s-a realizat, prin reactia in
mediu anhidru pe suport de silicagel neutru (Kieselgel 60, Merck, 200-500um; 35-70
mesh), a amestecului format din pirol, 2-hidroxi-5-metoxi-benzaldehida si metil 4-formil
benzoat. Conform unei variante preferate de realizare a procedeului conform inventiei,
in etapa 1) pirolul, 2-hidroxi-5-metoxi-benzaldehida si metil 4-formil benzoatul impreuna
cu suportul de reactie (silicagelul neutru) se aduc in vasul de reactie si dupa
omogenizare, amestecul se supune iradierii timp de 6 minute. In etapa 2), conform
inventiei, se realizeaza mai intai racirea produsului brut de reactie si dizolvarea acestuia

in amestec de diclormetan/eter etilic (50v/1v) urmat de filtrare si concentrare prin
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distilare a solutiei ce contine amestecul de izomeri porfirinici. In etapa 2 s-a realizat
separarea cromatografica a amestecului de izomeri tetrapirolici cu izolarea si purificarea
compusului tetrapirolic cu structura asimetrica de tip AsB, 5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-
10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina. Metodele de separare si purificare a
compusului util au inclus cromatografia pe coloana (faza stationara silicagel 60H Merck)
urmata de cromatografie in strat subtire (placi PLC silica gel 60, 2mm, 20x20cm), in
ambele cazuri amestecul diclormetan/eter etilic 50v/1v a fost utilizat ca eluent.

Evaluarea spectrala a produsului util s-a realizat prin spectrometrie FT-IR, RMN, UV-Vis
cu spectrometru cu transformata Fourier, de tip Bruker-Tensor 27, spectrometru de tip
Bruker Avance DRX 400 (solventul utilizat a fost cloformul deuterat si ca referinta
semnalul tetrametilsilanului) si spectrometru UV-Vizibil Specord 200 (solutii ale
derivatului porfirinic ¢c=2.5x10°M in polietilenglicol 200).

Solutiile destinate evaluarii in vitro la nivel celular, s-au preparat in concentratii initiale de
10Mm, prin dizolvarea derivatului porfirinic in solventul PEG 200 (Sigma-Aldrich),
solvent acceptat pentru formularea farmaceutica [J.M. Harris, R.B. Chess, Nat. Rev.
Drug Discov., 2003, 2, 214-221].

Compusul porfirinic, dizolvat in PEG 200, a fost diluat in mediu de culturd imediat
inainte de experiment la concentratile testate 5uyM — 20uM. Pe tot parcursul
experimentului, solutile de compus porfirinic au fost pastrate la intuneric pentru a evita
activarea nedorita a fotosensibilizatorului ca urmare a expunerii acestia la lumina. De
asemenea, experimentele au fost realizate evitind expunerea directd a sistemelor
experimentale la lumina. Celulele tumorale umane din linia HT-29 (ATCC® HTB-38™)
au fost mentinute in culturd conform indicatiilor furnizorului (American Tissue and Cell
Collection-ATCC) in mediu de cultura DMEM (Gibco) suplimentat cu 10% ser fetal bovin
(Biochrom) si solutie de antibiotic-antimicotic (Sigma-Aldrich, 100 unitati de penicilina,
0,1 mg streptomicina si 0,25 pg amfotericina B). Celulele au fost mentinute in cultura
prin pasaj la 3-5 zile si au fost utilizate Tn experiment intre pasajele 5 si 8. Celulele au
fost insaméantate Tn placi de cultura cu 24 sau 96 godeuri, in functie de testul biologic, la
o densitate de 23000 celule/cm?. Celulele au fost |asate sa adere in placi timp de 24 h,
dupéd care s-au realizat sistemele experimentale pentru evaluarea incorporarii

compusului in celule si a biocompatibilitatii acestuia.
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Pentru evaluarea incorporarii compusului in celulele tumorale umane HT-29, celulele
aderate in placi de culturd cu 24 godeuri au fost incubate timp de 24 h cu compusul
porfirinic in intervalul de concentratii 5uM-20uM, intr-un volum de 500pL. Proba control
s-a realizat prin tratarea celulelor cu PEG 200 (solvent) la o concentratie similara cu cea
din probele cu compus porfirinic. La finalul acestei perioade, celulele au fost spalate de
doua ori cu tampon fosfat salin (TFS, Gibco) pentru indepartarea compusului
neincorporat in celule, dupa care celulele au fost desprinse din placa de cultura prin
tripsinizare cu o solutie de 0.25%/0.02%Tripsina&/EDTA (Biochrom). Tripsina a fost in
final inactivata prin adaugarea a 5 mL de mediu de cultura suplimentat cu 10% SFB.
Celulele detasate au fost spalate de doua ori prin centrifugare cu tampon fosfat salin
(TFS, Gibco) rece si au fost apoi resuspendate in Live Cell Imaging Solution (Thermo
Fisher Scientific). Evaluarea incorporarii compusului porfirinic in celule s-a realizat prin
citometrie in flux pe baza proprietatilor de fluorescenta ale compusului. Citirea probelor
s-a realizat la un citometru in flux (BD FACSCanto, Becton Dickinson), utilizand pentru
excitare un laser de 488 nm, iar emisia a fost inregistrata in canalul de fluorescenta FL3
(rosu). Au fost achizitionate date pentru minim 10000 de evenimente in fiecare proba.
Datele au fost prelucrate cu ajutorul programului DIVA 6 (Becton Dickinson).
Rezultatele au fost exprimate ca intensitate medie de fluorescenta (medie geometrica a
datelor de la toate evenimentele achizitionate intr-o proba) si au fost exprimate ca
unitati de fluorescenta arbitrare.

Pentru evaluarea biocompatibilitati compusului porfirinic, celulele tumorale HT-29 au
fost cultivate in placi de cultura cu 96 godeuri, in 100 yL mediu de cultura complet, in
absenta sau in prezenta compusului porfirinic sau a solventului (PEG 200). Tratarea
celulelor cu compus porfirinic sau cu solvent s-a realizat pentru un timp de 48 h care
este considerat suficient pentru evidentierea potentialelor efecte citotoxice ale
compusului sau ale solventului.

Evaluarea biocompatibilititii s-a realizat prin determinarea viabilitatii si a mortalitatii
celulare prin metodele prezentate mai jos. Testul reducerii MTS a fost utilizat ca test de
viabilitate pentru evaluarea numarului de celule metabolic active in cultura.
Determindrile s-au realizat cu kitul CellTiter 96® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay (Promega Corporation), aplicand protocolul recomandat de
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producator  (https.//www.promega.ro/resources/protocolsftechnical-bulletins/O/celltiter-
96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-system-protocol/). Dupa Tincheierea
timpului de incubare cu compus a celulelor tumorale (48 h), in fiecare proba s-au
addugat 20 uL din reactivul kitului. Celulele au fost incubate inca 2h la 37°C, in
atmosfera de 5% CO,, pentru a permite dezvoltarea reactiei de reducere a MTS de
catre celulele metabolic active din cultura. In final, s-a masurat densitatea optica (DO) a
probelor si controalelor la lungimea de unda 490 nm fata de lungimea de unda de
referintd de 620 nm. Citirea absorbantei s-a realizat la un cititor ELISA (Tecan Sunrise),
prevazut cu program de analiza a datelor. DO a fost corectata in probele celulare prin
scaderea DO corespunzatoare probelor acelulare utilizate pentru determinarea fondului
(compus porfirinic sau solvent in mediu de culturd, sau mediu de cultura ca atare).
Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard a mediei (SEM) pentru
triplicate de proba.

Testul eliberarii lactat dehidrogenazei (LDH) a fost utilizat pentru evaluarea integritatii
membranare si implicit a mortalitatii celulare, evidentiind potentialulul efect citotoxic al
compusului porfirinic. A fost utilizat kitul colorimetric CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega Corporation), aplicand protocolul recomandat de
producator  (https://www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/O/cytotox-
96-non-radioactive-cytotoxicity-assay-protocol). Sistemele experimentale au fost
realizate similar cu cele de la testul reducerii MTS descris mai sus. La sfarsitul
experimentului, din fiecare proba s-au recoltat 50 uL din supernatantul de cultura, peste
care s-au adaugat 50 uL din reactivul kitului. Probele au fost incubate 30 min la
temperatura camerei, la intuneric, pentru a permite dezvoltarea reactiei LDH. Stoparea
reactiei s-a realizat cu reactivul special din kit. Intensitatea reactiei LDH s-a masurat la
un cititor ELISA (Tecan Sunrise), prevazut cu program de analiza a datelor,
determinandu-se densitatea optica (DO) a probelor si controalelor la lungimea de unda
490 nm. DO a fost corectata in probele celulare prin scaderea DO a probelor acelulare
(compus porfirinic sau solvent in mediu de cultura, sau mediu de culturd ca atare).
Rezultatele sunt prezentate ca medie * abatere standard a mediei (SEM) pentru
triplicate de proba.

<
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Descrierea desenelor:

- figura 1 prezinta internalizarea compusului porfirinic fluorescent (5uM - 20uM) in celule
tumorale umane de adenocarcinom de colon din linia HT-29 (ATCC® HTB-38™),
evaluata prin citometrie in flux ca intensitate medie de fluorescenta celulara utilizand
programul DIVA 6 (Becton Dickinson). Rezultatele sunt prezentate ca medie + SEM
pentru triplicat de proba;

- figura 2 prezinta eliberarea lactat dehidrogenazei (LDH) in supernatantul de cultura pe
parcursul celor 24 h de incubare a celulelor tumorale de adenocarcinom uman de colon
(ATCC® HTB-38™) cu compusul porfirinic (5uM - 20uM). Rezultatele sunt prezentate
ca absorbanta (DO), valoare medie £+ SEM pentru triplicat de proba.

- figura 3 prezinta efectul exercitat in vitro de compusul porfirinic asupra viabilitatii
celulor tumorale umane de adenocarcinom de colon din linia HT-29 (ATCC® HTB-38™),
evaluata prin testul reducerii MTS. Celulele tumorale au fost incubate cu compus
porfirinic (5uM - 20uM) tirmp de 48 h. Rezultatele sunt prezentate ca absorbanta (DO),
valoare medie £ SEM pentru triplicat de proba.

- figura 4 prezintd efectul exercitat in vitro de compusul porfirinic asupra mortalitatii
(integritatea membranei plasmatice) celulor tumorale umane de adenocarcinom de
colon din linia HT-29 (ATCC® HTB-38™), evaluata prin testul eliberarii LDH. Celulele
tumorale au fost incubate cu compus porfirinic (5uM - 20uM) timp de 48 h. Rezultatele
sunt prezentate ca absorbanta (DO), valoare medie £+ SEM pentru triplicat de proba.

Inventia este ilustrata prin 4 exemple nelimitative de realizare.
EXEMPLUL 1

Etapa 1

Sinteza 5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-10, 15, 20-tris-(4-carboximetilfenil) porfirinei

Procedeul de obtinere al derivatului tetrapirolic 5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-10,15,20-tris-
(4-carboximetilfenil) porfirina a fost initiat de interactia in mediu anhidru, a amestecului
format din pirol, 2-hidroxi-5-metoxi-benzaldehida si metil 4-formil benzoat in raport molar
4:1:3, interactie realizata pe suport solid de silicagel neutru (Kieselgel 60, Merck, 200-
500um; 35-70 mesh) sub actiunea microundelor timp de 6 minute la 500W, utilizand un
sintetizator de tip Biotage Initiator+. Gradul de interactie al benzaldehidelor substituite cu
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moleculele de pirol a fost monitorizat prin spectrometrie UV-Vis, profilul spectrelor de
absorbtie moleculara indicand prezenta in sistemul de reactie a componentelor de tip
porfirinic. In plus, stabilirea parametrilor asociati procedeului de purificare s-a realizat
prin teste de cromatografie in strat subtire a probelor prelevate din amestecul de reactie.

Etapa 2

Furificarea 5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-10, 15, 20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirinei
Separarea si purificarea derivatului tetrapirolic cu structura porfirinica asimetrica, 5-(2-
hidroxi-5-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina, s-a realizat prin
dizolvarea produsului brut de reactie in amestecul format de clorura de metilen/eter etilic
(50v/1v), urmata de filtrare si concentrare prin distilare a solutiei ce contine amestecul
de izomeri porfirinici si in final de separarea izomerilor prin cromatografiere pe coloana
(faza stationara silicagel 60H Merck) si cromatografie in strat subtire (placi PLC silica gel
60, 2mm, 20x20cm) in ambele amestecul diclormetan/eter etilic 50v/1v a fost utilizat ca
eluent. Procedeul de sinteza aplicat a furnizat un amestec brut ce contine 6 izomeri de
cu structuri tetrapirolice si distributie diferita a substituientilor periferici macrociclului
porfirinic (izomeri de tip A4, AsB, A:B,(cis), A:B(trans), ABs, Bs); separarea si purificarea
cromatografica a permis obtinerea derivatului porfirinic 5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-
10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina sub forma de cristale aciculare de culoare

violet, cu un randament de 30%.

EXEMPLUL 2

Evaluarea spectrala a compusului  5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-
carboximetilfenil)porfirina

Rezultatele obtinute prin analiza spectrala RMN, FT-IR si UV-Vis a derivatului
tetrapirolic sunt prezentate prin valori ale deplasarilor chimice 34 (ppm), ale vibratiilor de
valenta si vibratiilor de deformare asociate legaturilor chimice din structura porfirinica,
completate de valori ale maximelor de absorbtie (Ama) inregistrate pentru solutii de
concentratie 2,5x10°M (solvent PEG 200) ale acestui compus.

'H-NMR, 54(400 MHz, CDCls), ppm: -2.80 (s, 2H), 3.96 (s, 3H ), 4.11 (s, 9H), 6.76 (s,

1H), 7.30 (s, 1H), 7.56 (d, 1H), 7.90 (d, 1H), 8.30 (d, 6H), 8.46 (d, 6H), 8.82 (d, 6H); 8.95
(d, 2H).
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IR(cm™): 3410, 3308, 2924, 2850, 1715, 1610, 1505, 1434, 1273, 986, 868, 798, 758.
UV-Vis (solutii in PEG 200) Apax (nmM): 403.2, 494.4, 528.5, 569.0, 626.2.

EXEMPLUL 3

Internalizarea compusului poffirinic in celulele tumorale umane din linia HT-29

Incorporarea compusului porfirinic in celulele tumorale umane din linia HT-29
(adenocarcinom de colon) pe parcursul a 24 h a fost determinata prin citometrie in flux
ca intensitate medie de fluorescenta, pe baza proprietatilor fluorescente ale compusului.
Datele experimentale descrise in Figura 1, aratd ca celulele tumorale incorporeaza
compusul porfirinic intr-o maniera dependenta de concentratia acestuia (dependenta
liniard) in intervalul de concentratii SpM - 20pM. In acest interval de concentratii, cu
relevanta farmaceutica, nu se inregistreaza saturarea abilitatii celulelor de a internaliza
compusul profirinic (Figura 1). Incorporarea compusului porfirinic in celulele tumorale nu
afecteaza integritatea membranei plasmatice a acestora, avand in vedere rezultatele
descrise In Figura 2 care aratd ca expunerea celulelor la compus nu afecteaza
semnificativ eliberarea LDH pe parcursul celor 24 h de tratare a celulelor tumorale cu

cornpus.
EXEMPLUL 4

Biocompatibilitatea compusului poffirinic fata de celulele tumorale din linia HT-29
Biocompatibilitatea compusului porfirinic a fost testatd pe linia celulara de
adenocarcinom uman de colon HT-29.

Celulele au fost tratate cu compusul porfirinic (S5uM - 20uM) timp de 48h.
Biocompatibilitatea compusului a fost investigata privind viabilitatea celulaoré (numarul
de celule metabolic active in culturd) prin testul reducerii MTS, ca si privind mortalitatea
celulara, evaluata prin testul eliberarii LDH.

Datele experimentale arata ca viabilitatea celulelor tumorale HT-29, evaluata prin testul
reducerii MTS, nu este semnificativ afectata de incubarea la intuneric timp de 48 h a
celulelor tumorale cu compusul porfirinic in domeniul de concentratii 5 yM - 20 pM
(Figura 3). Se inregistreaza doar o scédere usoara intensitatii reducerii MTS, cu 9% in
cazul tratarii celulelor cu compus porfirinic la concentratia de 10 pM (p>0.05 fata de

celulele netratate si p=0.024 fatd de proba echivalenta de solvent) si cu 5% in cazul
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tratarii celulelor cu compus porfirinic la concentratia de 20 uM (p>0.05 fata de celulele
netratate si p=0.11 fatd de proba echivalentd de solvent). Solventul (PEG 200) la
concentratiile corespunzatoare celor din preparatul de compus porfirinic, nu afecteaza
intensitatea reducerii MTS si implicit nici viabilitatea celulara.

Rezultatele obtinute prin testul eliberarii LDH din celule (Figura 4), care reflecta
integritatea membranei plasmatice a celulelor, au aratat faptul ca solventul utilizat (PEG
200) stabilizeaza membrana celulor tumorale HT-29 (diminueaza eliberarea LDH), in
special la concentratiile joase. Acest efect de stabilizare se transfera si la probele
celulare tratate cu compus porfirinic. La concentratiile de 10 pM si 20 pM, compusul
porfirinic nu induce eliberare de LDH semnificativ mai mare comparativ cu solventul
(Figura 4). Remarcam totusi faptul ca, la concentratii mai joase (5 uM) la care solventul
exercita un efect de stabilizare a membranei plasmatice, compusul porfirinic intensifica
eliberarea de LDH comparativ cu solventul (p=0.02) dar valorile eliberarii de LDH raman
in limitele corespunzatoare celulelor netratate.

Coroborand rezulatele privind efectul compusului porfirinic asupra viabilitatii (Figura 3)
si a mortalitatii (Figura 4) celulelor tumorale umane din linia HT-29, apreciem ca
incorporarea compusului in celule nu afecteaza semnificativ viabilitatea acestora in

conditii de intuneric, ceea ce demonstreaza o buna biocompatibilitate a compusului.

10



iz
5y
2 2019 00799 2126195

REVENDICARI

1. Derivat tetrapirolic cu urmatoarea structura chimica

O—CH3,

0” ~o—cH,

5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil) porfirina

2. Procedeul de obtinere pentru derivatul tetrapirolic definit ca In revendicarea 1
3. Derivatul tetrapirolic definit ca in revendicarea 1, demonstreaza calitati de

fotosensibilizator destinat terapiei fotodinamice antitumorale.
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Figura 1. Internalizarea compusului porfirinic fluorescent (5 uM - 20 uM) pe parcursul a
24h, In celule tumorale umane de adenocarcinom de colon din linia HT-29
(ATCC® HTB-38™), evaluata prin citometrie in flux ca intensitate medie de fluorescenta
celulara (unitati arbitrare de fluorescentd), utilizand programul DIVA 86 (Becton

Dickinson). Rezultatele sunt prezentate ca medie £ SEM pentru triplicat de proba.
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Figura 2. Eliberarea lactat dehidrogenazei (LDH) n supernatantul de culturd pe
parcursul a 24 h de incubare a celulelor tumorale de adenocarcinom uman de colon din
linia HT-29 (ATCC® HTB-38™) cu compusul porfirinic (5uM - 20uM). Rezultatele sunt

prezentate ca absorbanta (DO), valoare medie £+ SEM pentru triplicat de proba.
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Figura 3. Efectul exercitat in vifro de compusul porfirinic asupra viabilitatii celulelor
tumorale umane de adenocarcinom de colon din linia HT-29 (ATCC® HTB-38™),
evaluata prin testul reducerii MTS, comparativ cu solventul utilizat (PEG 200). Celuleie
tumorale au fost incubate cu compus porfirinic (in domeniul de concentratii SuM - 20uM)
timp de 48 h. Rezultatele sunt prezentate ca absorbanta (DO), valoare medie + SEM

pentru triplicat de proba.
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Figura 4. Efectul exercitat in vitro de compusul porfirinic asupra mortalitatii celulelor
tumorale umane de adenocarcinom de colon din linia HT-29 (ATCC® HTB-38™),
evaluatd prin testul eliberarii, comparativ cu solventul utilizat (PEG 200). Celulele
tumorale au fost incubate cu compus porfirinic {Tn domeniul de concentratii 5uM - 20uM)
timp de 48 h. Rezultatele sunt prezentate ca absorbanta (DO), valoare medie + SEM

pentru triplicat de proba.
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